Comparison of methods for determination of immunogenicity of recombinant human papillomavirus vaccine by 赵慧 et al.
中国生物制品学杂志 2013 年 7 月第 26 卷第 7 期 Chin J Biologicals July 2013，Vol. 26 No. 7
宫颈癌在女性生殖系统恶性肿瘤中占第二位［1］。 全球每年约有 50 万宫颈癌新增病例，约有 20 万妇
女死于宫颈癌［2］。流行病学及研究发现，高危性人
乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）感染是引起
宫颈癌发病的最主要原因［3］，其中 HPV16 型及 HPV-
18 型感染引起的宫颈癌约占总发病率的 70%［4-5］。
重组人乳头瘤病毒疫苗免疫原性检测方法的比较
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摘要： 目的 评价重组人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）疫苗免疫原性 2 种检测方法的相关性。方法 应
用间接酶联免疫吸附（ELISA）法和假病毒中和（pseudovirion-based neutralization assay，PBNS）法对 26 份阴性血清
样本、34 份自然感染 HPV16 或 HPV18 的血清样本及 30 份接种 HPV16 ／ 18 型双价疫苗后 7 个月的血清样本进行抗
体滴度检测，并采用 Pearman 进行相关性分析。结果 3 组样本的抗 HPV16 型和 HPV18 型抗体滴度的 2 次检测结
果比值显示，试验室内重复性较好；2 种方法检测血清样本抗 HPV16 型抗体滴度的总体相关系数为 0. 826，抗
HPV18 型为 0. 921；自然感染 HPV 的血清样本抗 HPV16 型抗体滴度的相关系数为 0. 519，抗 HPV18 型为 0. 613；
接种 HPV16 ／ 18 型双价疫苗后的血清样本抗 HPV16 型抗体滴度的相关系数为 0. 671，抗 HPV18 型为 0. 879。结论
间接 ELISA 法和 PBNS 法在检测血清样本中抗 HPV16 ／ 18 型抗体滴度时均具有较好的重复性和相关性，其中以接
种疫苗后的血清样本中抗体滴度相关性最佳，为 HPV 疫苗免疫原性的检测及剂量探索试验提供了参考依据。
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Abstract：Objective To assess the correlation between two methods for determination of immunogenicity of recombinant
human papillomavirus（HPV）vaccine. Methods Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）and pseudovirion-based
neutralization assay （PBNS）were used to measure the anti-HPV 16 or anti-HPV 18 antibody levels in 26 negative serum
samples，34 serum samples naturally infected with HPV16 or HPV18 and 30 serum samples 7 months after immunization
with HPV16 ／ 18 bivalent vaccine，between which the correlation was analyzed by Pearman method. Results The ratio of
results of two tests for HPV16 and HPV18 antibody titers in three groups of samples showed high intra-reproducibility.
The total correlation coefficient of test results of HPV16 antibody titers by two methods was 0. 826，while that of HPV18
antibody was 0. 921. The correlation coefficient for HPV 16 antibody titer in naturally infected samples was 0. 519，while
that for HPV18 antibody titer was 0. 613. However，the correlation coefficient for HPV 16 antibody titer in serum sam－
ples after immunization with HPV16 ／ 18 bivalent vaccine was 0. 671，while that for HPV 18 antibody titer was 0. 879.
Conclusion Both ELISA and PBNS showed high reproducibility and correlation for determination of HPV16 ／ 18 antibody
titers in serum samples，especially for those in samples after vaccination. It provided a reference for determination of im－
munogenicity and optimization of dosage of HPV vaccine.






















1. 1 血清样本 26 份 HPV 阴性血清样本、34 份自
然感染 HPV16 或 HPV18 的血清样本及 30 份接种
HPV16 ／ 18 型双价疫苗（CervarixGlaxo Smithkline.
Biologicals s. a，批号 DHPVA024A）后 7 个月的血清
样本均由英国葛兰素史克公司Ⅲ期临床试验提供。
1. 2 细胞及病毒 人胚肾来源的 293FT 细胞株购自
美国 Invitrogen 公司；包裹 GFP 的 HPV16 ／ 18 假病
毒由厦门万泰沧海生物技术有限公司提供。
1. 3 主要试剂 纯化的 HPV 16 ／ 18 病毒样颗粒
（virus-like particle，VLP）、HPV 16 ／ 18 阴性质控血
清、HPV 16 ／ 18 阳性质控血清及 HPV16 ／ 18 血清标
准品均由葛兰素史克公司提供；HRP 标记的羊抗人
IgG 及吐温 20 购自美国 Sigma 公司；脱脂奶粉购自
美国 BD 公司；DMEM 培养基、胰酶、胎牛血清、青霉
素 ／ 链霉素双抗购自 GIBCO 公司。
1. 4 试验室内重复性检测 取上述 3 组的 6 份血
清样本（每组为同一样本的 2 次重复），分别进行抗
体滴度检测，并计算 2 次检测结果的比值。以上检
测重复 3 次，共获得 9 次比值，据每次结果占 9 次比
值的百分比进行评定。
1. 5 血清样本中 HPV16／18型抗体滴度的检测
1. 5. 1 PBNS 法 将 293FT 细胞按 1. 5 × 104 个 ／ 孔
接种于在 96 孔培养板中，置 37 ℃，CO2 恒温培养箱
中培养 8 h。将血清样本分别用 10% DMEM 稀释
100 ~ 1 000 倍，在 96 孔板上进行倍比稀释 8 个梯度，
取 60 μl 稀释的血清样本，与 60 μl 稀释至 0. 2 MOI
的 HPV16 ／ 18 假病毒混合，于 4 ℃孵育 1 h；取 100 μl









1. 5. 2 ELISA 法 将 HPV16 VLP 和 HPV18 VLP 分
别用包被缓冲液稀释至终浓度为 2. 7 μg ／ ml，包被
96 孔板，100 μl ／ 孔，4 ℃孵育 3 d；用 0. 2% PBST
洗涤 3 次，加入含 4%脱脂奶粉的 PBS，室温封闭
90 min；0. 2% PBST 洗涤 4 次，加入稀释的血清样本、
标准品及阳性质控血清，100 μl ／ 孔，室温孵育 1 h；
0. 2% PBST 洗涤 4 次，加入 HRP 标记的羊抗人 IgG
（1 ∶ 10 000 稀释），100 μl ／ 孔，室温孵育 1 h；0. 2%
PBST 洗涤 4 次，加入底物显色液，100 μl ／ 孔，显色
30 min；用 0. 18 mol ／ L 硫酸终止显色反应。于酶标
仪 450 nm 波长处读取 A 值。以阴性血清及阳性血
清作为阴性对照及阳性对照。使用 SoftMax Pro 5. 2
软件进行四参数拟合绘制标准曲线，计算血清抗体
滴度。
1. 6 统计学分析 对样本解盲后，采用 SPSS13. 0 软
件进行统计学分析，实验室内部重复性结果采用数
据百分比进行评定，ELISA 法和 PBNS 法检测结果
采用 Pearman 进行相关性分析，以 P < 0. 05 为差异
有统计学意义。
2 结 果
2. 1 试验室内检测的重复性 PBNS 检测结果显
示，3 组样本的抗 HPV16 型抗体滴度的 2 次检测结
果比值均在 2 倍以内，抗 HPV18 型抗体滴度的 2 次
检测结果比值约 89%在 2 倍以内，约 11%在 4 倍以
内。间接 ELISA 法检测结果显示，抗 HPV16 型和
HPV18 型抗体滴度的 2 次检测结果比值均在 2 倍
以内。见表 1。提示试验室内重复性较好。
表 1 试验室内检测的重复性
Tab 1. Reproducibility of serological data within laboratories
HPV16 HPV18
% > 2-fold % > 4-fold % > 2-fold % > 4-fold
ELISA 0 0 0 0
PBNS 0 0 11. 1 0
2. 2 ELISA法与 PBNS法检测血清抗体滴度的相关
性分析 2 种方法检测血清样本抗 HPV16 型抗体滴
度的总体相关系数为 0. 826，抗 HPV18 型抗体滴度
检测方法
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的总体相关系数为 0. 921；自然感染 HPV 的血清样本
抗 HPV16 型抗体滴度的相关系数为 0. 519，抗 HPV18
型抗体滴度的相关系数为 0. 613；接种 HPV16 ／ 18
型双价疫苗后的血清样本抗 HPV16 型抗体滴度的
相关系数为 0. 671，抗 HPV18 型抗体滴度的相关系数
为 0. 879。见图 1 和 2。提示 2 种方法检测抗 HPV16 ／
18 型抗体滴度均具有较好的相关性，其中检测的抗
HPV18 型抗体滴度的相关性优于抗 HPV16 型抗体
滴度的相关性，尤其以接种疫苗后血清样本的抗体
滴度的相关性最佳。
2. 3 ELISA法与 PBNS法检测的血清抗体滴度比较
对2种方法检测的抗体滴度计算几何平均滴度（GMT）。对
于全部血清样本，PBNS 法检测的抗 HPV16 型或
HPV18 型抗体的 GMT 均约为 ELISA 法检测结果的
1. 5 倍；对于自然感染 HPV 病毒的血清样本，PBNS
法和 ELISA 法检测抗 HPV16 型和 HPV18 型抗体的
GMT 比值分别约为 1. 1 和 1. 3；对于接种疫苗后的
血清样本，PBNS 法和 ELISA 法检测抗 HPV16 型和
HPV18 型抗体的 GMT 比值分别约为 2. 7 和 2. 0。见
表 2。
表 2 ELISA 法与 PBNS 法检测血清样本的 GMT
Tab 2. GMTs of antibodies in serum samples determined by
ELISA and PBNS
HPV16 HPV18
ELISA PBNS ELISA PBNS
全部血清样本 131 192 99 150
自然感染 HPV 的血清样本 20 22 18 24
接种 HPV16 ／ 18 型 5 391 14 317 2 890 5 800
双价疫苗的血清样本
A：全部血清样本；B：自然感染 HPV 的血清样本；C：接种 HPV16 ／ 18 型双价疫苗的血清样本。
图 1 PBNS 法和 ELISA 法检测的血清样本中抗 HPV16 型抗体滴度的相关性分析
Fig 1. Correlation of ELISA and PBNS for determination of HPV16 antibody titers in serum samples
A：全部血清样本；B：自然感染 HPV 的血清样本；C：接种 HPV16 ／ 18 型双价疫苗的血清样本。
图 2 PBNS 法和 ELISA 法检测的血清样本中抗 HPV18 型抗体滴度的相关性分析

























































































































11 ／ 16 ／ 18 型四价疫苗和葛兰素史克公司生产的昆
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ELISA 法和 PBNS 法检测同一批样本，并对其检测
结果进行比较分析，以期为疫苗免疫原性的检测及
剂量探索试验提供参考依据。




HPV16 型抗体滴度的相关系数为 0. 85，抗 HPV18型
为 0. 82。本实验结果显示，间接 ELISA 法和 PBNS
法均具有良好的相关性，2 种方法检测的血清样本
抗 HPV16 型抗体滴度的总体相关系数为 0. 826，抗
HPV18 型为 0. 921。接种 HPV16 ／ 18 型双价疫苗
后的血清样本抗 HPV16 型抗体滴度的相关系数为
0. 671，抗 HPV18 型为 0. 879，与 Dessy 等［7 ］的实
验结果一致。理论上讲，使用自然感染 HPV 的血清
样本对 2 种检测方法进行评价更为客观。然而本实
验结果显示，间接 ELISA 法和 PBNS 法检测自然感
染 HPV 的血清样本，抗 HPV16 型抗体滴度的相关系
数为 0. 519，抗 HPV18 型为 0. 613，均低于接种疫苗
后的血清样本抗体滴度的相关系数。主要由于自然
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